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ABTS :2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 
ACNQ :2-Amino-3-carboxy-1,4-naphthoquinone 
ANQ :2-Amino-1,4-naphthoquinone 
AQ2S :Anthraquinone-2-sulfonic acid 
BFC :Biofuel cell 
BET :Brunauer,Emmet and Teller 
BOD :Bilirubin oxidase 
CA :Chronoamperometry 
CE/MS :Capillary electrophoresis/mass spectrometry 
CF :Carbon fiber 
CV :Cyclic voltammetry 
C.E. :C.E. 
CMC :Carboxymethylcellulose 
CP :Carbon paper 
DET :Directed electron transfer 
DI :Diaphorase 




GC :Glassy carbon 
G6P :Glucose-6-phosphate 
GDH :Glucose dehydrogenase 
Gn5DH :Gluconate-5-dehydrogenase 
HPC :Hierarchical porous carbon 
IBS :Imidazole/HCl buffer solution 
KB :Ketjenblack 
LFER :Linear Free Energy Relationship 
LSV :Linear sweep voltammetry 
MET :Mediated electron transfer 
NADH :β-Nicotinamide adenine dinucleotide 
NADPH :β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
OA-cell :Open-air type cell 
PAANa :Polyacrylic acid sodium 
PBS : Phosphate buffer solution 
PIC :Polyion complex 
PLL :Poly-L-lysine 
 2 
PP :Pentose phosphate 
PTFE :Polytetrafluoroethylene 
R.E. :Reference electrode 
Ru5P :Ribulose-5-phosphate 
S-cell :Sink-type cell 
S7P :Sedoheptulose-7-phosphate 
TCA :Tricarboxylic acid cycle 
VGCF :Vapor-grown carbon fiver 
VK3 :2-Methyl-1,4-naphthoquinone , vitamin K3 





























第 3章)とともに、過電圧を低減する電子メディエータを設計する (第 2章)ことで、駆動電圧と
触媒電流の向上を両立させた高出力な電池系を実現した。 
容量に関する研究では、glucose燃料の代謝系を in vitroで再構成することで、完全酸化によ
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Figure 1 Structure of the mediated-electron-transfer type enzymatic biofuel cell 
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てパッシブ条件での電池評価において、投影電極面積当りの出力密度 (面積出力密度)で最大 1.5 














































Figure 1 Reaction scheme of the biofuel cell. (ⅰ) carbon-fiber electrode, (ⅱ) Ti-mesh collector, (ⅲ) 
cellophane separator, (ⅳ) external circuit, (ⅴ) enzyme/mediator immobilized layer, (ⅵ) electrolyte 



































Figure 2 Schematic structure of an electrochemical cell for the single biofuel cell with a solution 





















Figure 3 Schematic view of a multi-stacked biofuel cell unit composed of two biofuel cells (Figure 2) 
































Glucose dehydrogenase (GDH, EC 1.1.1.47) from Bacillus sp.、diaphorase (DI, EC.1.6.99.-) from 
Bacillus stearothermophilus、bilirubin oxidase (BOD, EC 1.3.3.5) from Myrothecium verucaria.は、天
野エンザイム株式会社から購入し、精製なしに実験に用いた。β-Nicotinamide adenine dinucleotide 
disodium salt (reduced form) (NADH)、poly-L-lysine (PLL, Mw = ca. 93,800)、polyacrylic acid sodium 
salt (PAANa, Mw = ca. 30,000)は、シグマアルドリッチ株式会社から購入した。
2-Methyl-1,4-naphthoquinone (vitamin K3, VK3)は、ナカライテスク株式会社から購入した。
K3[Fe(CN)6]、glutaraldehyde (GA)は、和光純薬工業株式会社から購入した。Poly-L-lysine (PLL, Mw 
= ca 8,000 and 513,000)は、株式会社ペプチド研究所より購入した。3-mm φのグラッシーカーボ
ン (GC)平板は、ビ ・ーエ ・ーエス株式会社で購入した。カーボンファイバー (CF)シート (BO050, 
厚さ 750-μm)は東レ株式会社から購入し、10 mm角に切り抜いて、負極及び正極として用いた。
CFシートの BET比表面積は、200 °Cで 2時間排気後、Belsorp-Max equipment (BEL Japan Inc., 
Japan)を用いて、77 Kでの窒素脱吸着等温線分析によって、0.17 m2 g-1と見積られた。負極用の
4枚重ねの 10 mm角 CFシートの総比表面積は、20.4 cm2と見積られた。CFシート上への固定化








GC電極上に、PLL水溶液 (2 % (w/v))を 10 µl、GDH水溶液 (1 U/µl in a 0.1 M PBS (pH 7.0))
を 8 µl、DI水溶液 (10 U/µl in the PBS)を 8 µl、NADH水溶液 (0.9 µmol/µl in the PBS)を 2 µl、VK3
溶液 (0.29 M in acetone)を 4 µl、PAAcNa水溶液 (0.066 % (w/v))を 4 µl、この順で滴下した。各滴
下のステップ後に 40 °Cで 10 minの乾燥を行った。修飾電極は、電気化学測定前に、5 min間純
水で洗浄した。固定化層の厚みは、共焦点顕微鏡 (FV1000-BX6, Olympus Co., Japan)を用いて見





















Supplementary Figure 1 Confocal microscopic image of a GC-bioanode before electrochemical 
measurement. Orange color corresponds to the fluorescence of VK3. Crater-like structures seem to 
be generated during the drying process. The thickness of the layer was evaluated from difference of 





て、乾燥条件は変更せずに、4 枚重ねの CF シート上に、GC バイオ負極の作製の場合の各溶液
量を 14倍にして、CFバイオ負極を作製した。電気化学測定前の CFバイオ負極の厚みは、クー
ラントプルーフマイクロメータ (Series No. 293, Mitutoyo Corporation, Japan)を用いて、圧力条件 





2枚重ねた CFシート上に、K3[Fe(CN)6]水溶液 (0.1 M)を 80 µl、PLL 水溶液 (1 % (w/v))を
80 µl、BOD 水溶液 (50 mg/ml in a 50 mM PBS (pH 7.0))を 80 µl、この順で滴下した。それぞれの






Cyclic voltammetry (CV)、chronoamperometry (CA)は、1480 Multi-Stat (Solartron Analytical)を
用いて、室温で強制的な対流を加えずに 3電極式で測定した。GCバイオ負極、CFバイオ負極、
CFバイオ正極を作用極、Pt線を対極に、AgAgCl (sat. KCl)電極を参照電極とした。 
GCバイオ負極は、通常の一つの反応槽を有するセル (Supplementary Figure 2a)を用いて評価
した。測定溶液は、glucose濃度が 0から 0.4 Mまであって、0.05から 2.0 Mの PBS (pH 7.0)を用
いた。溶液中の酸素は、測定前に水蒸気飽和した Arガスでバブリングすることで取り除いた。 
GCバイオ負極の共焦点顕微鏡像 (Supplementary Figure 1)から、多量の VK3が均一に固定化
されていることが分かる。Glucose がない条件下での酸化還元波は、GC バイオ負極上に捕捉さ
れている VK3の酸化還元反応に起因できる (Supplementary Figure 3)。スキャンレート (v)の平方
根に対して電流ピークが直線性を示すことから (inset in Supplementary Figure 3)、VK3は固定化層
内 (乾燥状態で 53 μmの厚み)で拡散していることが示される。固定化層内の VK3の濃度は、還
元体 VK3の酸化から計算されるファラデー電気量 (2.8 mC cm-2)から、2.8 mMと求められた。 
CF バイオ負極を作用極とするときは、電気化学セルの底にセットし、CF 電極と電気的接
触のために Tiメッシュを集電体として用いた (Supplementary Figure 2b)。 
CF バイオ正極中への酸素の物質移動の効率を評価するために、2 種類の電気化学セルを構
築した。両セル中とも、セロハン膜と Ti メッシュの間に CF バイオ正極を挟んだ。一方は、浸
水型セル (sink-type cell, S-cell, Supplementary Figure 5a)である。このセルでは、挟まれた CFバイ
オ正極が電解液中に沈んでおり、電解液を介して、酸素が CFバイオ正極に供給される。もう一
方は、大気暴露型セル(open-air type cell , OA-cell, Supplementary Figure 5b)である。このセルでは、
挟まれた CFバイオ正極が電気化学セルの底を構成しており、空気に暴露している。従って、酸















Supplementary Figure 2 Schematic structure of the electrochemical cells for (a) GC-bioanode and 


















Supplementary Figure 3 Voltammetric characterization of the GC-bioanode in the absence of 
glucose, using the electrochemical cell (Supplementary Figure 2a). CV on a GC-bioanode at scan 
rate (v) of (A) 50, (B) 20, (C) 10, (D) 5, (E) 2, and (F) 1 mV/s (pH 7.0) are shown here. The inset 
shows the linear dependence of the peak current (Ip) on the square root of the scan rate (v). The 
peak separation was 126 mV at v = 1 mV/s, which suggests a quasi-reversible electron transfer of 




















































Supplementary Figure 5 Schematic structures of electrochemical cells for CF-biocathodes in (a) 
sink-type cell (S-cell) and (b) open-air type cell (OA-cell). The solution volume of cell (a) is 3 ml for 
the anode side and 2 ml for the cathode side, and that of the cell (b) is 3 ml for the anode side. The 
































CF バイオ負極と CF バイオ正極との間にセロハン膜を挟んだ、パッシブ型バイオ電池 
(Figure 2)を構築した。バイオ電池の評価用の燃料溶液は、0.4 M glucoseを含む 1.0 M PBS (pH 7.0)
とした。CFバイオ負極、及び CFバイオ正極の面積電流密度 (opened circle in Supplementary Figure 
11)は、それぞれ CF バイオ負極用 (Supplementary Figure 2b)、及び CF バイオ正極用 (OA-cell, 
Supplementary Figure 5b)の電気化学セルを用いて評価した (Supplementary Figure 11)。さらに、バ
イオ電池単セル (Figure 2)の 2つが並列に連結された、積層構造を有するパッシブ型バイオ電池


















Supplementary Figure 11 The current-potential relationship of the biofuel cell under 
power-generation(●) using the electrochemical cell for the biofuel cell (Figure 2), compared with 
those of two electrochemical cells (○) using the CF-bioanode (Supplementary Figure 2b) and the 
CF-biocathode (OA-cell, Supplementary Figure 5b). All data were taken after 1-min CA in a 0.4 M 





CA 後の CF バイオ負極と CF バイオ正極中の溶液の pH は、平面構造を有する pH メータ 
(TYPE PCE308S-SR, Toko Chemical Laboratory Ltd., Japan)を用いて測定した。CA後の CFバイオ
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以下で、主要な 3 つの技術；1) 負極上への酵素/電子メディエータの固定化方法、2) 緩衝
物質を含む電解液、3) 正極の電極構造、を導入することで、電子機器を充分に動作可能な出力
を示した、積層構造を有するパッシブ型バイオ電池ユニット (Figure 4)の作製について記述する。 
Glucose の 2 電子酸化を触媒する NAD 依存型 glucose dehydrogenase (GDH, EC 1.1.1.47) 
(Figure 1)に注目した。電極上において NADHの直接電気化学的な酸化には大きな過電圧がある




分な触媒電流密度を得るために、GDH, NADH, DI, VK3の 4つの成分を、それらの生化学的、電
気化学的活性を低下させないまま、電極上に高濃度に捕捉する必要がある 4。そのために、
polyanionの polyacrylic acidと polycationの poly-L-lysine (PLL)との間に働く静電相互作用を用い
て、glassy carbon (GC)板上に 4つの成分を固定化する、ポリイオンコンプレックス (PIC)法 19,20
を採用した。これを GCバイオ負極とした。 
Glucoseの非存在下で、GCバイオ負極の cyclic voltammetry (CV)は、0.1 M phosphate buffer 
solution (PBS, pH 7.0)中で、−0.17 V vs. Ag|AgClの中間電位を示す VK3の酸化波と還元波とを示し
た (wave A in Figure 5)。Glucoseの存在下では、glucoseの触媒的酸化波が観測され (waves B−G in 
Figure 5)、その電流は glucose濃度の増大と共に増大した。Glucose濃度が 20 mM以上で、GCバ














Figure 4 Circuit diagram of biofuel cell units composed of two multi-stacked biofuel cell units 





















Figure 5 CV on a GC-bioanode in 0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.0) containing (A) 0, (B) 10, 
(C) 20, (D) 30, (E) 40, (F) 50, and (G) 100 mM glucose. The data were taken at scan rate of 10 mV/s 
by using the electrochemical cell (Supplementary Fig. 2a). The inset shows the dependence of the 
current density at 0.6 V vs. Ag|AgCl upon glucose concentration.  






























CF が glucose の移動を妨げないままに、高い比表面積と高い空隙率を有しているからである。
これを CFバイオ負極とした。CFバイオ負極の電流密度は、GCバイオ負極と同じ条件下、0.1 V
の CA 1 min後で 4.1 mA cm-2 であった (Figure 6の 0.1 Mのときの値を参照)。CF電極の比表面
積は GC 電極の 20 倍大きいにも関わらず、その電流密度は、GC バイオ負極と比較して、たっ
た 5.9倍であった。この CFバイオ負極上での触媒電流密度が小さくなった理由は、CFバイオ負
極内でプロトン拡散が充分ではなかったためと推測した。このため、glucose酸化反応 (glucose → 
gluconolactone + 2 H+ + 2 e–) により固定化層内でのプロトン濃度が上昇し、GDHと DIの酵素活
性の低下につながったと推定される。 
この問題を解決するために、0.4 M glucoseを含む電解液中の緩衝物質濃度の効果を検討し
た。CA 1 min後の電流密度は、緩衝物質濃度が 1 Mまで増大すると共に、増大した (Figure 6)。
面積電流密度は、1.0 M PBSのとき最大で 10.5 mA cm-2に達した。この値は、GCバイオ負極の
0.1 M PBSのときの値よりも 15倍大きかった。1 M以上に緩衝物質濃度が増大すると、電流密
度は徐々に減少した。電気化学測定の過程での CFバイオ負極中の pHの変化；5 min間で 0.1 M 
PBSで 6.85から 6.20に低下、が観測された。この変化は、1.0 Mで 6.85→6.62、2.0 Mで 6.85→6.79
と比較してより顕著であった (Supplementary Figure 6a)。この pH低下は、pHに依存して酵素活
性が低下するために、CF バイオ負極上での電流密度の低下が引き起こされた (Supplementary 



















Figure 6 Plot of current density of the CF-bioanode against the buffer concentration by using the 
electrochemical cell (Supplementary Figure 2b). Current were recorded at 1 min in CA at 0.1 V vs. 















































Supplementary Figure 6 The pH change within CF-electrodes during CA in 0.1 M (●), 1.0 M (▲) 
and 2.0 M (■) phosphate buffer solution (pH 7.0). (a) CF-bioanode during CA at 0.1 V vs. Ag|AgCl 
in the presence of 0.4 M glucose using the electrochemical cell (Supplementary Figure 2b). (b) 
CF-biocathode during CA at 0 V vs. Ag|AgCl in the absence of glucose using the OA-cell 
(Supplementary Figure 5b). Slight shift of pH value from 7.0 before CA would be ascribed to the 



































































Supplementary Figure 7 The dependence of the relative current on initial pH of the provided 
phosphate buffer solution. The value of current at pH 7.0 was set to 100 %. (a) The relative current 
on a CF-bioanode after 1-min (●) and 5-min (▲) CA at 0.1 V vs. Ag|AgCl in 0.1 M phosphate buffer 
solution (pH 6.0, 6.5 and 7.0) containing 0.4 M glucose using the electrochemical cell 
(Supplementary Figure 2b). (b) The relative current on a CF-biocathode after 1-min (●) and 5-min 
(▲) CA at 0 V vs. Ag|AgCl in 0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.0, 7.5 and 8.0) using the 
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一方、1.0 Mから 2.0 Mまでの高濃度領域では、CA 1 min後の電流密度は減少した。これは
恐らく GDHと DIの溶液中の酵素活性が、0.4 Mから 2.0 Mまでの緩衝物質濃度の増大に伴い、
減少するからである (Supplementary Figure 8)。以上のように、2つの律速段階；1.0 M以下の緩
衝物質低濃度域におけるプロトン拡散の不足と 1.0 M 以上の緩衝物質高濃度域における酵素活
性の低下、が明らかになった。CF電極上の固定化層は 2.0 Mまでは安定であると推定される。
なぜなら、GC バイオ負極で得られたデータから、CV の緩衝物質濃度依存性がほとんどないか































Supplementary Figure 4 Stability evaluation of the immobilized layer of a GC-bioanode for the 
increased buffer concentration in the absence of glucose. (a) CV on a GC-bioanode at 10 mV/s in 
(A) 0.1, (B) 1.0, and (C) 2.0 M phosphate buffer solution (pH 7.0), using the electrochemical cell 
(Supplementary Figure 2a). (b) Optical microscopic image of the enzyme/mediator-immobilized 
layer on the GC-electrode after CV in (A) 0.1, (B) 1.0, and (C) 2.0 M phosphate buffer solution (pH 



































Supplementary Figure 8 The dependence of relative enzymatic activities of GDH (●) and DI (▲) on 
the concentration of phosphate buffer (pH 7.0). The activities of GDH and DI at buffer 
concentration 0.4 M are set as 100 %, respectively. 
 
高出力なバイオ電池を構築するためには、CFバイオ負極に対応して正極も開発しなければ
ならない。酸素の 4 電子還元に有望な酵素としてのマルチ銅オキシダーゼ 21のバイオ電気化学
触媒システムは、対流条件下で酸素の拡散律速となって、10 mA cm-2と高い還元触媒電流密度を
実現できる 15,22,23。本論文では、マルチ銅オキシダーゼの一つである bilirubin oxidase (BOD, EC 
1.3.3.5)は、中性条件下で適切なバイオ電気化学触媒として機能する 24。触媒電流密度を向上させ
るための電子メディエータとして、Fe(CN)63–/4−の酸化還元体を用いた 25 (Figure 1)。BOD と
K3[Fe(CN)6]は、文献 25に従い、高い比表面積の CF 電極上に PLL を用いて固定化した。これを
CFバイオ正極とした。 
CFバイオ正極の電流密度は、浸水型セル (sink-type cell, S-cell, Supplementary Figure 5a)にお
いて、1.0 M PBS (pH 7.0)で 0 Vの CA測定中で急激に減少した (curve A in Figure 7)。このセルに
おいては、酸素がバルク溶液相を介して供給される。この電流密度の急激な減少は、酸素供給の
不足；水溶液中の溶存酸素の濃度及び拡散係数がそれぞれ、0.229 mM26、2.07 ± 0.66 × 10−5 cm2/s 
27、によるものである。効率的な酸素供給システムを開発するために、空気に暴露しているバイ
オ正極；ポリマー電解質燃料電池や空気電池の正極構造に似た、大気暴露型セル (open-air type 
cell, OA-cell, Supplementary Figure 5b)を設計した。その理由は、空気中の酸素濃度 (9 mM)と拡散
係数 (order of 10−1 cm2/s) 28が溶液中と比較して非常に大きいからである。このセルでは、セパレ
ータであるセロハン膜が、正極上の固定化膜中への溶液供給を制御するために、負極と正極の電
解液の間にある。OA-cellの電流密度は、CA 1 min後で 14.1 mA cm-2であった (curve B in Figure 7)。
一方、S-cell の電流密度はほぼゼロとなった。これらの結果から、OA-cell は酸素供給において
効率的であることが示唆される。実際、OA-cell の CFバイオ正極中の水分量は、CA 1 min後で






















CFバイオ正極の電流密度は、緩衝物質濃度にも依存している (inset in Figure 7)。この傾向
は CFバイオ負極の結果 (Figure 6)と類似している。緩衝物質濃度の最適値は、酵素、電極、固
定化層、電解液の種類に本質的に依存するが、同様に 1.0 Mとなった。それは、CFバイオ正極
においてプロトン拡散の不足と酵素の不活性との間のトレードオフの関係によって説明もでき


















Figure 7 CA response on a CF-biocathode at 0 V vs. Ag|AgCl in 1.0 M phosphate buffer solution 
(pH 7.0) containing 0.4 M glucose under quiescent conditions. (A) and (B) were taken by using a 
sink-type cell (S-cell, Supplementary Figure 5a) and an open-air type cell (OA-cell, Supplementary 
Figure 5b), respectively. The inset shows the dependence of the current density after 1-min CA at 0 


























































Supplementary Figure 9 The dependence of the relative current in cathode upon the buffer 
concentration. A GC-electrode was used and BOD and K3[Fe(CN)6] were dissolved in phosphate 


















Supplementary Figure 10 Amount of water accumulated within a CF-biocathode during CA at 0 V 





















































glucose/O2 バイオ電池 (Figure 2)を構築し、0.4 M glucose/1.0 M PBS (pH 7.0)の燃料溶液を用いて
性能を評価した。面積出力密度 (triangles in Figure 8)は、バイオ電池単セル (Figure 2)の各電圧で
の CA 1min後の面積電流密度 (circles in Figure 8)から見積った。最大の出力密度は 0.3 Vのとき
1.45 ± 0.24 mW cm-2 、開回路電圧は 0.8 V、短絡電流密度は 11 mA cm-2、であった。各々のセル
電位で見積られた負極と正極の面積電流密度は、CFバイオ負極 (Supplementary Figure 2b)と CF




最後に、バイオ電池 (Figure 2)の 2つが並列に接続された積層構造を持つパッシブ型バイオ
電池ユニット (Figure 3, over 50 mW, 40 cm3)を作製した。この小型で単純な構造のセルユニット
は直列や並列に互いに接続することが可能である。実際、パッシブ型バイオ電池ユニット (Figure 
4, over 100 mW, 80 cm3, 39.7 g including 16.1 g of fuel solution)を構築し、Walkmanと同様に、RCカ



















Figure 8 The performance of a passive-type biofuel cell (Figure 2) composed of the CF-bioanode 
and the CF-biocathode in 0.4 M glucose/1.0 M phosphate buffer solution (pH 7.0). The current 
density (●) was obtained after 1-min CA at each voltage of the cell, and the power density (▲) was 


















Supplementary Figure 12 Demonstrative operation of a radio-controlled car by using  the 
passive-type biofuel cell units (Figure 4) composed of two multi-stacked biofuel cell units (Figure 3). 
(a) A radio-controlled car with the biofuel cell units. (b) Glucose solution as fuel was injected into 




































今回のセルユニットの出力 (over 100 mW/80 cm3)は、これまで報告されいる中で、対流シス
テムを用いたものを含めても、最大のものである。提案したバイオ負極は、GDH を類似する
dehydrogenases7,8,17におきかえることで、幅広い燃料を利用可能である。例えば、エタノールは、
alcohol dehydrogenaseと acetaldehyde dehydrogenaseで acetateまで酸化されると同時に、2分子の
NAD+を NADHに変換することができる 8。将来、多数の酵素反応；ペントースリン酸回路や TCA
回路は糖や有機酸を CO2 まで完全酸化することができる、が、生体模倣技術の流れの中でバイ
オ電池中に導入されていくだろう 30。もし 1分子の glucoseが 6分子のCO2に完全酸化されると、
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(vitamin K3, VK3)に対して、2-amino-1,4-naphthoquinone (ANQ)がより高い性能を有することが示
唆された。この ANQを合成した結果、その酸化還元電位 E°'は、VK3の E°' = −0.22 V(vs. Ag|AgCl, 
pH 7.0)より低い、−0.36 Vを示した。また、このように低い電位であるにもかかわらず、DIとの
触媒定数(kcat)は 620 s–1と、VK3の 1300 s–1の半分程度にとどめることができた。この ANQを導
入した酵素固定化電極を用いることで、面積出力密度を 3.0 mW cm-2 at 0.5 Vまで向上させるこ





第 1章において、1.5 mW cm-2を達成したが、既存の燃料電池、例えばダイレクトメタノー
ル型燃料電池 (DMFC)などと出力 (数 10 mW cm-2)を比較するとまだまだ小さく、実用化を考え
た場合、更に出力を向上させなくてはならないことは明白である。また、DMFC では開回路電
圧が 0.6 V、実用動作電圧が 0.3 V程度であるのに対して、バイオ電池では、適当な電子メディ
エータを選択することにより、開回路電圧、実用動作電圧ともに上げることが可能である。実際
に VK3を負極の電子メディエータに用いた場合では開回路電圧 0.8 V、実用動作電圧 0.3 Vであ
り、電圧に関しては DMFC と比較しても同等かそれ以上の性能を有している。そこで、更に出





















Glucose dehydrogenase (GDH, EC 1.1.1.47) from Bacillus sp.、diaphorase (DI, EC.1.6.99.-) from 
Bacillus stearothermophilus、bilirubin oxidase (BOD, EC 1.3.3.5) from Myrothecium verucaria.は、天
野エンザイム株式会社から購入し、精製なしに実験に用いた。β-Nicotinamide adenine dinucleotide 
disodium salt (reduced form) (NADH)、poly-L-lysine (PLL, Mw = ca. 93,800)、polyacrylic acid sodium 
salt (PAANa, Mw = ca. 30,000)は、シグマアルドリッチ株式会社から購入した。
2-Methyl-1,4-naphthoquinone (vitamin K3, VK3)は、ナカライテスク株式会社から購入した。
K3[Fe(CN)6]、glutaraldehyde (GA)は、和光純薬工業株式会社から購入した。Poly-L-lysine (PLL, Mw 
= ca 8,000 and 513,000)は、株式会社ペプチド研究所より購入した。ANQは、所定の方法7により
合成した。3-mm φのグラッシーカーボン (GC)平板は、ビー・エー・エス株式会社で購入した。







Cyclic voltammetry (CV)、及びlinear sweep voltammetry (LSV)は、1480 Multi-Stat (Solartron 
Analytical)を用いて、室温条件下3電極式で測定した。GC電極及び酵素修飾GC電極を作用電極、
 
Figure 1 Structure of the mediated-electron-transfer type enzymatic biofuel cell 
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DI水溶液 (25 μg/ml in PBS(0.1 M, pH 8.0))を2 μl、PLL (Mw: 513,000)水溶液 (2 % (w/v))を3 μl、






CFシートは使用前に、UV. TC. 110 (BIOFORCE Nanosciences. Inc.)を用いて、オゾン処理を
した。4枚重ねたCF電極上に、PLL (Mw: 93,800) 溶液 (2 % (w/v))を40 μl滴下した。40 °Cで15 min
乾燥後、GDH水溶液 (1 U/μl in a 0.1 M PBS (pH 7.0))を32 μl、DI水溶液 (10 U/μl in the PBS)を32 μl、
NADH水溶液 (0.9 μmol/μl in the PBS)を8 μl、をこの順で滴下した。室温で1時間乾燥後、VK3又
はANQ 溶液 (60 mM in acetone)を74.8 μl滴下した。40 °Cで15 min乾燥後、PBS (0.1 M, pH 7.0)を





CFシートは、使用前にマイクロ波処理 (1800 W, 2 min) を行った。2枚に重ねたCF電極上に、
potassium ferricyanate solution (100 mM in a 0.1 M PBS (pH 7.0))を160 μl滴下した。40 °Cで30 min乾
燥後、PLL (Mw: 8,000)水溶液 (1 % (w/v))を160 μl滴下した。室温で2時間乾燥後、BOD水溶液 (50 
















コンピュータシミュレーションにはアクセルリス社の Tsar プログラムを用いた。Figure 3
に示すナフトキノン骨格の 2 位と 3 位を 103 種類の置換基 (Tsar 内の構造データベース)で置換
することで、5304 種類のナフトキノン類をコンピューター上に発生させた。その後、Tsar に組
み込まれている半経験的分子軌道プログラムである VAMP を用いて、発生させたすべてのナフ
トキノンの構造最適化を行い (PM3法)、最低空軌道 (LUMO)のエネルギーを、式 1に従って解
析した。式 1は酸化還元電位が分子の LUMOのエネルギーと比例関係にあることを表した経験
式である。 
　baE LUMO += ε
2
1        [1] 
 
E1/2はナフトキノン類の酸化還元電位、εLUMOは LUMO のエネルギー、aと bは定数である
8。またこれとは別に、全ナフトキノン類の LogPの値 (溶解度パラメータ)も Tsarを用いて計算
した。酸化還元電位は既存のメディエータである 2-methyl-1,4-naphthoquinone (VK3, －0.22 V vs. 




Figure 3 Base structure for the exploration of the electron mediator. X and Y parts are substituted 















DIに対する電子メディエータに関して、VK3やACNQ (X = NH2 and Y = COOH in Figure 3)の
ようなnaphthoquinones (NQs)がバイオ負極として良い性能を示すことが報告されている10。従っ
て、NQsを基本骨格とした新しい電子メディエータをコンピュータシミュレーションを使って設
計した。その結果、ANQ (X = NH2 and Y = H in Figure 3)が良い電子メディエータであることが分
かった。 





媒電流値を示すことがわかった (Table 1)。 
この要因はいまのところ明らかではないが、バイオ電池の電子メディエータとしては、理
想的な性質を有することから、固定化系においても同様の性質を示すかどうかの検討を行った。








Figure 4 CV of VK3 (blue), ACNQ(green), and ANQ (red) in the presence of 10 mM NADH and 




Figure 5 Linear sweep voltammetry for the immobilized electrodes using a VK3 (blue) or a ANQ 
(red) as anode mediator. Scan rate: 5mV/sec, electrolyte solution: PBS (0.1 M, pH7.0). 
 
 






実セルでの測定結果をFigure 6, 7に示す。電子メディエータがVK3の場合、開回路電圧が0.8 V、
最高出力時の動作電圧が0.3 Vで1.5 mW cm-2を示した3。VK3を電子メディエータに用いて、多層
セルを作成し、電池体積当りの出力密度 (体積出力密度)が1.25 mW cm-3というパッシブ型バイオ
電池としての世界最高出力を達成している。電子メディエータにANQを用いた場合、開回路電




Figure 6 I-V curves of the biofuel cell. Red is ANQ and blue is VK3. 
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第 2章でセルでの面積出力密度 3 mW cm-2を達成した正極 (大気暴露型, OA-cell)において、





下にまで抑制され、触媒電流値は、リン酸と比較して 2 Mの濃度で 5倍に大きく向上した。こ
のイミダゾールが優れる要因の１つには、高濃度化に伴う粘度の増加がリン酸よりも小さいこと
が挙げられる。2 M イミダゾールを含む電解液を導入することで、面積出力密度は 5.0 mW cm-2 
at 0.5 Vと 1.7倍に増大した。 
以上の高出力化の要素技術に加え、正極において、親疎水性を制御し、プロトン及び酸素
供給能が優れた半浸水型正極を開発した。その結果、面積出力密度として 10 mW cm-2 at 0.5 Vを
達成した。さらにこれらの要素技術を導入し、厚膜状電極の積層型酵素 BFCを試作することで、






術を開発してきた。1.5 mW cm-2の面積出力密度の技術を導入した、50 mW (40 cc)の出力を有す
るパッシブ型積層型バイオ電池ユニットで、メモリー型ウォークマンと RCカーの動作を実現で
きたことを報告した 6, 7。この性能は、以下の 3つの技術で実現できた。1) 酵素活性を失わせず
に酵素と電子メディエータをカーボンファイバー電極上に高密度に保持する技術、2) 固定化さ
れた酵素に対して、電解液 (sodium phosphate buffer)の濃度を最適化する技術、3) 正極構造を酸
素を効率的に供給するように設計する技術 6, 7、さらに負極用新規電子メディエータ、
2-amino-1,4-naphthoquinone (ANQ)を導入することで、3.0 mW cm-2を達成した。この ANQは、従
来用いられてきた、2-methyl-1,4-naphthoquinone (vitamin K3, VK3)7, 9の酸化還元電位－0.22 V (vs. 
Ag|AgCl)よりもネガティブな酸化還元電位－0.36 V (vs. Ag|AgCl) (8)を有している。 
本章では、イオン液体であるイミダゾール imidazoleを含む新規電解液 (imidazole/HCl buffer, 






おいては、バイオ負極とバイオ正極中で pH 変化が起こっていたからである 7。この問題を解決










Glucose dehydrogenase (GDH, EC 1.1.1.47) from Bacillus sp.、diaphorase (DI, EC.1.6.99.-) from 
Bacillus stearothermophilus、bilirubin oxidase (BOD, EC 1.3.3.5) from Myrothecium verucaria.は、天
野エンザイム株式会社から購入し、精製なしに実験に用いた。β-Nicotinamide adenine dinucleotide 
disodium salt (reduced form) (NADH)、poly-L-lysine (PLL, Mw = ca. 93,800)、polyacrylic acid sodium 
salt (PAANa, Mw = ca. 30,000)は、シグマアルドリッチ株式会社から購入した。
2-Methyl-1,4-naphthoquinone (vitamin K3, VK3)は、ナカライテスク株式会社から購入した。
K3[Fe(CN)6]、glutaraldehyde (GA)は、和光純薬工業株式会社から購入した。Poly-L-lysine (PLL, Mw 
= ca 8,000 and 513,000)は、株式会社ペプチド研究所より購入した。ANQは、所定の方法 11によ
り合成した。3-mm φのグラッシーカーボン(GC)平板は、ビー・エー・エス株式会社で購入した。







Cyclic voltammetry (CV) 及びlinear sweep voltammetry (LSV)は、1480 Multi-Stat (Solartron 
Analytical)を用いて、室温条件下3電極式で測定した。GC電極及び酵素修飾GC電極を作用電極、
Pt線を対極、Ag/AgCl (sat. KCl )を参照電極、とした。電解液は、sodium phosphate buffer (PBS, pH 





CFシートは使用前に、UV. TC. 110 (BIOFORCE Nanosciences. Inc.)を用いて、オゾン処理を
した。4枚重ねた CF電極上に、PLL (Mw: 93,800)水溶液 (2 % (w/v))を 40 μl滴下した。40 °Cで
15 min乾燥後、GDH水溶液 (1 U/μl in a 0.1 M PBS (pH 7.0))を 32 μl、DI水溶液 (10 U/μl in the PBS)
を 32 μl、NADH 水溶液 (0.9 μmol/μl in the PBS)を 8 μl、をこの順で滴下した。室温で 1時間乾燥
後、VK3又はANQ溶液 (60 mM in acetone)を 74.8 μl滴下した。40 °Cで 15 min乾燥後、PBS solution 






CFシートは、使用前にマイクロ波処理 (1800 W, 2 min)を行った。2枚に重ねた CF電極上
に、potassium ferricyanate水溶液 (100 mM in a 0.1 M PBS (pH 7.0))を 160 μl滴下した。40 °Cで 30 
min乾燥後、PLL (Mw: 8,000)水溶液 (1 % (w/v))を 160 μl滴下した。室温で 2時間乾燥後、BOD






大気暴露型 (open-air type)の評価セル (Figure 2)を用いて、CFバイオ正極の触媒電流を測定
した。このセル中では、酸素が空気から CFバイオ正極へ効率的に拡散することができる。電気
化学測定と同時に、CF バイオ正極上の局所 pH の値を、平面構造を持つ pH メータ (TYPE 







































対流システムを用いたとしても、数 mW cm-2のオーダー内であった 1-5。酸素、燃料、電解液の
物質輸送はバイオ電池の反応速度を増大させるために重要なステップである。従って、高い空隙
率と高い比表面積を有する炭素電極、大気暴露型正極、電解液としての高濃度リン酸緩衝液 
(PBS, 1 M, pH 7.0)、を導入することで、反応速度を改善してきた 7。しかしながら、両極におい
てプロトン輸送の向上は充分ではなかったため、多種の緩衝溶液を検討し、濃度の最適化を行っ
た。その結果、現在の系のプロトン輸送に対して、imidazole/HCl buffer (IBS, 2 M, pH 7.0)が最適
であることが分かった。Figure 4にバイオ正極の局所 pH測定と電気化学測定の結果を示す。 
溶液中の BODは pH 7付近で活性があるので 12、局所 pHは 7付近になるべきである。しか
しながら、2 M PBS (pH 7.0)を用いた場合であっても、局所 pH (opened square, red)は pH8.5付近
まで増大した。この pH の変化によって、固定化膜中の BOD活性は低下する。なぜなら、正極
反応は、O2 + 4H+ + 4 e- → 2H2O、と進行するので、溶液中の BOD活性は pH 7を超えると急激
に低下することが分かっているからである 12。従って、PBS を用いた場合の電流密度 (closed 
square, red)は、低い値 (about 20 % relative current even at 2.0 M)であった。このことから、バイオ
正極中のプロトン移動が律速段階であることが示唆された。 
一方、IBSの濃度を増大させることで、局所 pH (opened square, blue)は、pH 8以下に抑制さ





















Sodium phosphate /NaOH buffer (pH 7)

























Figure 4 Relative current densities and local pH values depending on buffer concentrations 
about the biocathode using the measurement cell (Figure 2). Closed squares are relative current 
densities in steady state after 1 hour-CA. Opened squares are local pH values on the biocathode. 




Figures 5, 6に、I-V曲線と I-P曲線をそれぞれ示す。これまでに、1.5 mW cm-2 at 300 mV (black)
の面積出力密度を用いて、Walkman及び RCカーのデモンストレーションを行った 6, 7。さらに、
負極電子メディエータとして、従来の VK3 よりも低い酸化還元電位を有する、
2-amino-1,4-naphthoquinone (ANQ)を導入することで、500 mVで 3.0 mW cm-2 (red)を達成した(8) 
(Figure 5)。これらの結果は、PBS (1 M, PBS)を用いて得られた。 
新規電解液として IBS (2 M, pH 7.0)を用いた場合、最大の面積出力密度は、5.0 mW cm-2 at 
500 mV (blue)に達した。評価セル (Figure 3)でそれぞれの電位で見積られた還元電流密度は、バ
イオ正極単極評価セル (Figure 2)で得られた値とほぼ一致した。バイオ負極の電流密度も、バイ
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Figure 5 I-V curves of the biofuel cell using the measurement cell (Figure 3). Black is VK3 with PBS 
(1 M, pH 7.0), red is ANQ with PBS (1 M, pH 7.0) and blue is ANQ with IBS (2 M, pH 7.0). Closed 
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Figure 6 I-P curves of the biofuel cells. Black is VK3 with PBS (1 M, pH 7.0), red is ANQ with PBS 







imidazole/HCl buffer (IBS, 2 M, pH 7)がプロトン移動に対して、圧倒的に効果があることを見出し
た。この imidazole/HCl buffer (IBS, 2 M, pH 7)を導入することで、最大の面積出力密度は、5.0 mW 
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ここまで第 1 章から第 3 章までで述べてきた電池系の負極に関わる glucose の酸化反応は、
完全酸化 24電子に対して 2電子のみである (Figure 1)。glucoseからの 4電子以降の酸化反応に
ついては検討した結果、現時点で分解速度が非常に遅く実用的ではないことがわかった。そこで、
生体内に存在する pentose phosphate (PP)回路を in vitroで再構成し、glucose-6-phosphate (G6P)を燃
料とし CO2までの完全酸化を目指した電解反応系を検討した。その結果、PP回路が機能するこ
とを確認し、さらに PP回路の酵素群中の律速段階にある酵素活性を増強することで、G6Pを燃











電解溶液についての技術開発を進め 4、世界に先駆けて 10 mW cm-2の面積出力密度を達成した
5, 6また容量及び耐久性に関しても、酵素及び電極材料について開発を行った 5, 7, 8。 
本章では、容量に焦点を当てる。Glucose 1分子の完全酸化により、理論的には 24電子を取
り出せる。しかし現状の glucose/O2-酵素バイオ電池では、1つの酵素 (glucose dehydrogenase, GDH





tricarboxylic acid cycle (TCA回路)を再構成し、酵素触媒型 NADH電解酸化系と共役することによ
って、乳酸の 12電子反応系で電子回収率 70%を実現されている 9。ただし、glucoseを燃料とす
る場合には、この TCA回路の上流に解糖系を連結する必要がある。他に利用できる代謝系とし
て、pentose phosphate pathway (PP経路) (Figure 2)が挙げられる。本経路では、glucose-6-phosphate 
(G6P) 1分子が、2つの不可逆な酸化段階と多数の可逆な非酸化過程により 24電子酸化され、式
(1)のように還元型 nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 12分子が生成される。 
 
G6P + 12 NADP+ + 7 H2O → 12 NADPH + 12 H+ + 6 CO2 + H3PO4 (1) 
 






Figure 2 The pentose phosphate pathway for glucose-6-phosphate (G6P) oxidation. 
Enzyme 1; G6P dehydrogenase (EC 1.1.1.49), 2; 6-phospho gluconolactonase (EC 
3.1.1.31), 3; phosphogluconate dehydrogenase (EC 1.1.1.44), 4; ribose-5-phosphate 
isomerase (EC 5.3.1.6), 5; ribulose-phosphate 3-epimerase (EC 5.1.3.1), 6 and 6’; 










ディエータとして用いた2-carboxy 3-amino-1,4-naphthoquinone (ACNQ, E°' = −0.26 V vs. 






レ製 BO050、厚さ 750 µm、直径 6 mm)を 3枚重ねて作用極とし、直径 0.5 mmの Ptワイヤをリ
ード線とした。直径 0.8 mmの Ptワイヤを対極、Ag|AgCl (sat. KCl)を参照電極とした。対極及び
参照電極は KCl塩橋で作用極から隔離した。0.1 Mリン酸緩衝液(pH 7、総量 150 µL)を電解液と
し、所定の酵素、補酵素、電子メディエータを加えて、Ar置換後、スターラーで撹拌下 0.2 V、







PP経路反応中間体の CE/MS測定は(株)住化分析センターに依頼した。Agilent Technologies 
CE/MSシステムにて、コーティングキャピラリー(ナカライテスク SMILE (+)、内径 50 µm、長
さ 100 cm)を用い、泳動液 50 mM ammonium formate (pH 8.5)、温度 20 °C、印加電圧 30 kV (negative 







PP経路では、脱水素酵素 1 と 3の反応により NADPH が生ずる。NADPH の電極酸化反応
の過電圧は非常に大きいので、本実験では DIを触媒とするメディエータ型酵素電極触媒反応を
利用した。つまり DIにより ACNQを還元し (式 2)、還元型 ACNQを電極で再酸化する (式 3)。 
 
NADPH + H+ + ACNQ → NADP+ + ACNQred   (2) 
ACNQred → ACNQ + 2 H+ + 2 e–    (3) 
 
Figure 2に示す酵素 1～8及び DIと、NADP+ 4.7 mM、ACNQ 30 µMを添加し、燃料として





路の脱水素酵素(1, 3)による NADPH生成速度の和を反映する。従って、15 minほどまでの急速
な電流減少は、G6P の枯渇によるものと考えられる。0～15 min の電解では見かけの電子数
Q/FNG6P = 1.9となったことから、この電流は主に脱水素酵素 1の反応で生じた NADPHの電解酸
化に起因する。また、0～2 hで Q/FNG6P = 3.8となることから、15 min以降の酸化電流は、主に
脱水素酵素 3の反応で生じた NADPHの電解酸化に起因すると推察した。 






Figure 3 Current (i, solid curve) and apparent number of electron (Q/FN, broken curve) as 
a function of the electrolysis time (t) for electrolysis of 4 μmol G6P (NG6P = 4 µmol).  
The total activities of the enzymes (1 to 8 and DI) were 1: 6.4 U, 3: 7 U, 4: 0.3 U, 5: 11.2 U, 
6: 0.2 U, 7: 0.1 U, 8: 26.5 U，and DI: 40 U. The electrolysis was done at 0.2 V and at 25 °C 
in phosphate buffer (pH 7.0) containing NADP+ (4.7 mM) and ACNQ (30 µM). Inset (a) 
shows i and Q/FN vs. t for electrolysis of 4 μmol Ru5P (NRu5P = 4 µmol). The other 
conditions are identical with those in Figure 2. Inset (b) shows the time course of Q/FN in 
mediated bioelectrocatalysis of G6P (NG6P = 4 μmol). The broken curve shows that in Fig. 
2. The electrolysis conditions of the solid curve were identical with those in Figure 3 except 






条件は電解実験①と同一にして電解実験を行った (NRu5P = 4 µmol)。Figure 3の inset (a)に示すよ
うに、Ru5P添加後、G6Pを燃料とした場合のような鋭い電流増加は見られず、時間と共に徐々
に増大し、1 hほどでピークとなり、その後緩やかに減少した。この緩やかな電流増加は、PP経
路による G6Pの生成を反映していると推察した。しかし、0～6 hの電解でも Q/FNRu5P = 0.6であ
り、緩やかな電流現象がみられることも含めて、時間とともに酵素活性が低下していると思われ
る。 
続いて反応中間体の解析を行うために、電解 6 h後の溶液を回収し、除タンパク後 CE/MS
測定を行った。Figure 2に示すそれぞれの反応中間体の m/zに対応するエレクトロフェログラム








Figure 4 The electropherograms using selected ion-monitoring technique in CE/MS.  
The sample was taken from the 6 h-electrolysis solution shown in inset (a) of Figure 3. The 
target analyte of each electropherogram is (a) m/z; 259 (glucose-6-phosphate and fructose 
6-phosphate), (b) m/z; 229 (ribulose 5-phosphate, ribose 5-phosphate and xylulose 
5-phosphate), (c) m/z; 199 (erythrose 4-phosphate), (d) m/z; 169 






上記の考察より、PP経路で迅速に G6Pを生成させるために、酵素 7の活性量を 10倍に増
加して再検討した。他の条件は電解実験①のそれと同じで、G6Pを燃料とした電解反応の結果
を Figure 3の inset (b)に示す。この結果、電解開始直後に Q/FNG6P = 3.5に達し、電解 6 hで Q/FNG6P 
= 9.6にまで達した。酵素 7の活性量を増加させることにより、初期脱水素酵素(1, 3)の反応速度
も増加したように見える。これは、後続反応の促進により、中間体による生成物阻害が低減され






本研究では PP 経路を人工的に構築し、DI による NADPH の酸化系を組み込むことにより
G6Pの電解酸化を行った。構築した PP経路の酵素群の中で律速段階にある酵素反応の活性を増
強することで、G6P再生反応を向上できることを確認した。G6Pを燃料とした 24電子反応に対
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第 1章から第 3章まで述べた積層型厚膜状の酵素 BFCは、体積出力密度は最大で 5 mW cm-3
を示すものの、電池体積当りの容量密度 (体積容量密度)は 1 mWh cm-3、2電子換算の容量効率
は 13 %と見積もられ、容量特性が低い。この電池の燃料体積効率は 0.29であり、出力を優先さ







る織物構造を有する炭素繊維材料 (厚さ 320 µm)を 1枚用いた。電子メディエータには、負極に
おいては、ANQの代わりに、より低電位のアントラキノン-2-スルホン酸 (AQ2S, E°' = −0.45 V vs. 
Ag|AgCl, pH 7.0)を、正極においては、K3[Fe(CN)6] (E°' = −0.36 V vs. Ag|AgCl, pH 7.0)の代わりに、




とで燃料体積効率を 2倍の 0.54まで向上させた。この積層型シート状酵素 BFCの電流負荷特性
評価を行った結果、従来の厚膜状電池と比較して、体積出力密度は 1 mW cm-3と小さくなるもの








溶液についての技術開発を進め 7、世界に先駆けて、電極投影面積当りで 10 mW cm−2の出力密
度を達成した 8-10。また積層構造にした厚膜状の酵素バイオ電池を試作することで、100 mW 級
の出力でWalkman®等の小型電子機器の動作にも成功した 8-10。 
これまでに試作した厚膜状の酵素バイオ電池系では、例えば、電池 (28 cm3)に 1 回目の
glucose燃料 (0.4 M, 8 cm3)を注入することで、小型電子機器としての RCカーを連続 1時間動作
させることができた。この電池は、使用開始時には、電池体積当りで最大 5 mW cm−3の出力密
度を示した 8-10。しかし、電池性能は経時的に劣化し、最終的に出力密度は 10分の 1以下となり、
トータルで発電された容量は 28 mWhと小さな値となった。結果として、体積当りの容量密度は
1 mWh cm−3、glucose 24電子完全酸化反応の内、本電池系で利用している 2電子で換算した際の
容量変換効率は 13%と見積られ、容量特性は著しく低くなった。さらに 1 回目の燃料を排出し
て 2回目の燃料を注入しても、その性能は初回のものに比べ極めて低いものであった。この厚膜
























Figure 1 Structure of a multi-stacked biofuel cell unit with a fuel tank. 
(a) Pattern diagram of the component materials and reactions in the biofuel cell. 
(b) Schematic view of the unit composed of two biofuel cells connected in parallel. The 
total area of the bioanode or the biocathode in the unit is 8 cm2. The thickness is 2.3 mm. 
(c) Assembly diagram of the unit and the fuel tank. The total volume is 6.5 cm3. The input 







Figure 1(a) にメディエータ型酵素バイオ電池の反応模式図を示す。Bioanode では、酵素・
補酵素系として、glucose dehydrogenase (GDH)と diaphorase (DI) および NADHを用い、電子メ
ディエータとして anthraquinone-2-sulfonic acid (AQ2S, E°' = −0.45 V vs. Ag|AgCl|KCl (sat.), pH 7)18
を用いた。GDH 触媒で glucoseを NAD+により 2電子酸化し、生成する NADHを DIを触媒とし
て AQ2Sで酸化する。そこで生成する還元型 AQ2Sを電極上で酸化する。一方、biocathodeでは、
bilirubin oxidase (BOD)を触媒として、2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid) (ABTS, E°' 
= 0.62 V vs. Ag|AgCl|KCl (sat.), pH 7)19を電子メディエータとして用いた。ここでは O2を BOD触
媒の下、ABTSで 4電子還元し、生成するABTS酸化体を電極上で還元する。Bioanodeと biocathode
の作製法は後に詳しく述べる。 
Figure 1(b)に簡単な組立図を示す。まず、作製した bioanodeと biocathodeの間にセパレータ
として不織布(厚さ 180 µm)を挟み、その両外側から集電体 Tiメッシュ(厚さ 50 µm)を重ねた。
次にこれを 1対作製し、2つの biocathodeを対向させた。その間にガス拡散層としてカーボンペ
ーパー (CP, 東レ製, 厚さ 200 µm)を集電体 Tiメッシュと一緒に配置した。その両外側から、燃
料供給口を設けたプラスチック薄膜フィルム(厚さ 100 µm)の淵をラミネート圧着させることで、
積層型シート状酵素バイオ電池ユニットを得た。Bioanodeと biocathodeの 2つずつの Tiメッシ
ュを並列接続した。ラミネートする際、CPの上端が外部に露出するようにした。電池ユニット
の厚さは 2.3 mmとなった。 
Figure 1(c)に示すように、作製した積層型シート状酵素バイオ電池ユニットを燃料タンク(体







試薬としての poly-L-lysine (PLL, MW > 300,000)及び glutaraldehyde (GA)はシグマアルドリッチ






電極基材として市販の織物構造を有する炭素繊維材料(厚さ 320 µm)を 2×2 cm角にカット
し UVオゾン処理後使用した。HPCの水懸濁液(HPC, 14.4 mg)、AQ2Sの水／アセトン溶液(AQ2S, 
16.4 µg)、NADH水溶液 (NADH, 24.4 mg)、GDHと DIを含むリン酸緩衝液 (GDH, 116 mg; DI 17.4 
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ミキサーを用いて、充分に混合して調製した; 0.5 g ketjenblack (KB), 0.5 g vapor-grown carbon fiver 
(VGCF), 0.2 g carboxymethylcellulose (CMC), 0.4 g ABTS, 0.6 g BOD, 1.0 g raffinose, および 12 cm3 
H2O。この正極インク水溶液を電極基材に両面塗布後、40 °Cで乾燥した。最後に撥水材として
polytetrafluoroethylene (PTFE)を含む溶液を適量塗布・乾燥後、2×2 cm角にカットして biocathode





電気化学測定は、1480 Multi-Stat (Solartron社製)を用いて、bioanode側の Tiメッシュを作用
極に、biocathode側の Tiメッシュを対極に接続して、2極式で常温・常圧・静止系で、電流負荷







依存性の GDHが触媒となり glucoseを 2電子酸化し、gluconolactoneを生じる。この反応の電子
受容体である NAD+は NADHに還元される。NADH:quinone oxidoreductaseの一種である DIを触
媒として、NADHを AQ2Sで酸化する。生成する AQ2Sの還元体が、電極反応により電子とプ
ロトンを放出する。プロトンは電解質を介してセパレータを透過して biocahode 側に移動する。
Biocathode では、BOD が触媒となって、電極から電子を受け取った還元型 ABTS とプロトンを
用いて、酸素を 4電子還元して水を生成する。この一連の電気化学反応の中で、電子が bioanode
から外部回路を介して biocathode側に流れる過程で電力が得られる。作動電位を増加させるため



















評価で、空気中のパッシブモードの下、面積電流密度 1 mA cm−2の負荷で、0.2 V (vs. Ag|AgCl)
以上の電位を少なくとも 100 h持続することに成功した。また raffinoseを添加することで、燃料












比 = 0.29)。 
本研究では、Figure 1(b)に示すように内側に biocathodeを、その外側に bioanodeを配置し、薄
膜化したシート状 (厚さ 2.3 mm)のユニットを燃料タンクに挿入した構造になっている (Figure 
1(c))。これにより、大きな電極面積 (2×2 cm2×2枚 = 8 cm2)を有するユニットを挿入しても、燃
料タンク内に、大きな燃料容積 (3.5 cm3)を確保できるようになった。その結果、燃料タンクを













燃料注入した電池を電気化学測定装置に接続し開回路電圧が 1 V となった時点で、それぞ
れの電池に電流負荷 (4, 6, 8, 10, 12 mA)をかけて測定を開始した。その結果を Figure 2に示す。
測定開始後、0.9 Vまで電圧が降下したが、いずれの場合も正味の発電を観測できた。ただし、
10 mA及び 12 mAの条件では測定開始 1 h未満でカットオフ電圧 0.4 Vに達した。4, 6, 8 mAの
条件では、電流が小さい順に発電時間は長くなり、発電電位も高くなった。4 mAでは、平均電
位 0.84 V、発電時間 27.3 hを示した。 
これらの結果をもとに、体積容量密度及び変換効率を計算したものを Table 1 にまとめる。
4, 6, 8 mAの glucoseからの 2電子換算のクーロン変換効率は 45 %以上となり、燃料である glucose
の約半分が酵素電極反応に用いられたと考えられる。測定後の溶液中の glucose濃度を、glucose
センサーを用いて測定した結果ともよく対応した (結果非開示)。また 4, 6, 8 mAの実験条件を面
積電流密度に換算すると、それぞれ 0.5, 0.75, 1 mA cm−2となる。上述した biocathodeの性能 (1 mA 
cm−2で 100 h)を考慮すると、4, 6, 8 mAで 0.4 Vに電圧降下して発電ストップする要因は、bioanode
側の性能低下、つまり発電により glucose燃料濃度が低下したことと推定される。これを裏付け
る結果として、測定後に 1回目の燃料を廃棄して 2回目の燃料を注入することで、1回目と同様
に発電することができた 21, 22。一方、10 mA (1.25 mA cm−2)及び 12 mA (1.5 mA cm−2)では、どち
らの電極が律速となったのかは不明であるが、印加電流に対応できずに電圧が降下し発電がスト
 65 
ップした。その際、2電子換算で glucoseを 5 %以下しか利用できていないことが分かる。 
続いて電池体積当りの容量密度を計算すると、4 mAの場合で最大の 14.1 mWh cm−3を示し
た。ただし、電池体積当りの平均出力密度が 0.5 mW cm−3と小さくなった。電池性能のバランス
という観点では、8 mAの場合の方が優れた性能を示し、体積容量密度 12.8 mWh cm−3および体
積出力密度 1.0 mW cm−3が得られた。この時の容量変換効率は 29.8%に相当する。これらの値は、



















Figure 2 Time course of galvanostatic polarization for the multi-stacked biofuel cell unit. Curves 
(a)           , (b)          , (c)            , (d)            , and (e)            





Table 1 Cell performance evaluated from the data given in Figure 2. 
 
*: time to reach into 0.4 V of the cell voltage 








熱性 BOD の開発を行い、biocathode の保存性能の向上に関する成果を報告してきた 26。ここで
は、酵素 BOD固定化膜中に糖類を添加することで biocathodeの保存性能を向上させた結果につ
いて説明する。上述した biocathodeの作製プロセスにおいて、raffinoseを含め各種糖類を添加し
た電極を高温条件 (乾燥, 80 °C)下で保存し、保存時間に対する触媒電流値の変化を評価した。結
果を Figure 3に示す。糖類を添加していない電極 (control)は 1日で触媒電流値がほぼゼロになっ
た。一方糖類を添加したものは、触媒電流値の低下が抑制され、5日後の触媒電流値の維持率は、








Figure 3 Durability evaluation for stability of the biocathode containing a sugar group 
under dry condition at 80 °C.  












層的な細孔分布を持つ HPC であった 20。これは稲の籾殻を焼成するなどして作製した多孔質の
炭素材料であり、マイクロ孔 (0.1－2 nm)、メソ孔 (2－50 nm)が階層的 (hierarchical)に形成され
ている。これを用いることで、電子メディエータがこれら細孔内に取り込まれ 21, 22、これまで 1
回目の燃料交換で電子メディエータの大半が溶出していたものが大幅に抑制され、2回目以降の
燃料交換においても性能が維持される系を達成できた。 
この技術を導入している上述の積層型シート電池をさらに 3 直列 5 並列に接続することで
さらに高性能にした電池系を、既存電池を取り外したソニー製ラジオ (ICF-B03)に接続し、ラジ
オの標準動作 (40 mW, 1.6 Vカットオフ)の確認と共に燃料交換・連続使用の耐久性評価を行った。
結果を Figure 4に示す。1回目の燃料における電池の体積容量密度も上述した性能と同程度であ




Figure 4 The continuous operating test of a radio (Sony, ICF-B03) powered by 15 
multi-stacked biofuel cell units connected in 5 parallel and 3 series.  
Black line is voltage (left y-axis), gray line is current (right y-axis). The total volume of the 
15 units is 66 cm3. The input volume of fuel (1.2 M glucose in 2 M potassium phosphate 
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第 1及び 2章をまとめることで、厚膜状酵素バイオ電池の面積出力密度; 5 mW cm-2 (at 0.5 V)
を達成した(最終的に、面積出力密度; 10 mW cm-2、体積出力密度; 5 mW cm-3、を達成)。 
 
第 4章 
生体内の PP回路を in vitroで再構成し、酵素群の中で律速となる酵素活性を増強すること
で、効率よく燃料が分解させることを示した。G6Pを燃料とした 24電子反応に対する電子
回収率 40% (9.6電子に相当)を達成した。 
 
第 5章 
シート状酵素バイオ電池を新たに設計することで、体積出力密度; 1 mW cm-3、体積容量密
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